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6論 文 の 内 容 の 要 旨
　組織工学（Tissue engineering）とは、細胞、基盤材料、細胞成長因子という 3つの要素を組み合わせるこ
とによって、失われた組織や臓器の再生・修復を目指す技術である。生体細胞を基盤材料に生着させ、細胞
成長因子などの栄養物質を添加して培養することにより、細胞は基盤材料で増殖し、新しい祖織が再生され
る。基盤材料には、生体親和性、多孔性、生体吸収性などの性質が要求される。基盤材料の素材としては、
ポリ L-乳酸（PLLA）、ポリグリコール酸（PGA）や、乳酸とグリコール酸の共重合体（PLGA）などの生体
吸収性合成高分子と、コラーゲンやヒアルロン酸などの生体吸収性天然高分子がよく用いられている。これ
らの素材から作製した基盤材料は、細胞の機能制御と組織再生の促進に対して、一応の効果を示したが、生
体内で細胞を取り囲む細胞外マトリックス（ECM）と同様の構造と機能を与えることはきわめて困難であっ
た。一方、組織や臓器を脱細胞化して得られたマトリックスは生体内と同様な細胞外マトリックスを保って
いるので、組織工学への応用が注目されている。しかしながら、脱細胞化マトリックスはほとんど、同種、
あるいは異種の動物からの組織が用いられ、強い免疫反応や炎症反応が起こり、失敗するケースが多い。し
たがって、細胞外マトリックスの特長を活かしながら、免疫反応や炎症反応が避けられる自家由来のマトリッ
クス材料が強く待望されている。
　そこで本研究では、三次元細胞培養技術と脱細胞化技術を組み合わせて、免疫反応と炎症反応を回避でき
る自家細胞由来の細胞外マトリックスを模倣した祖織工学用基盤材料を開発することを目的とした。
　まず、間葉系幹細胞、線維芽細胞、関節軟骨細胞をそれぞれ用いて数種類の ECM模倣型基盤材料を作製
した。方法としては、まずこれらの細胞をそれぞれ PLGAニットメッシュで一定期間培養した。ここでニッ
トメッシュは、細胞が接着・増殖するためのテンプレートの役割を果たす。細胞は PLGAニットメッシュに
接着して増殖し、ECMを分泌し、その結果、細胞と ECMとメッシュの複合体が形成された。次に、この複
合体を脱細胞化することにより、ECMを残したままで、この複合体から細胞核やアクチンなどの細胞成分
を取り除いた。つづいて、0.5 M Na3PO4 水溶液で処理することにより、テンプレートとして用いた PLGAニッ
トメッシュを選択的に除去した。処理後のサンプルを凍結乾燥した後、間葉系幹細胞、線維芽細胞、関節軟
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7骨細胞由来の ECM模倣型基盤材料を得た。
　上記の方法において、脱細胞化の最適条件を決定するために、次の 5つの方法を比較検討した。すなわち、
① Triton X-100 単独、② Triton X-10 と 1.5M KCl、③ SDS単独、④凍結・解凍の繰り返し（－ 80℃ ,6 cycles）、
⑤凍結・解凍の繰り返しとアンモニア水での処理、の各方法を用いた。脱細胞化は光学顕微鏡による観察、
HE染色、F-actin蛍光染色により確認した。その結果、凍結・解凍の繰り返しとアンモニア水での処理、お
よび Triton X-100 と 1.5M KClの方法では、細胞の成分は観察されなかった。しかしながら、Triton X-100 に
よる処理では、Triton X-100 が除去されにくく、ホスト組織と臓器への毒性を示す可能性がある。一方、凍結・
解凍の繰り返しとアンモニア水による処理では、細胞成分を除くことができ、しかも毒性がある化学物質を
除去しやすいメリットがある。 SDS 法では、細胞成分のみならず、ECM成分も除去されてしまった。 
Triton X-100、あるいは凍結・解凍の繰り返しの場合では、Triton X-100 の濃度を高めても凍結・解凍のサイ
クル数を増やしても細胞核を完全に除去することはできなかった。以上の検討から、本研究の ECM模倣型
マトリックスを作製するために、凍結・解凍の繰り返しとアンモニア水を祖み合わせた方法を選択した。
　作製した間葉系幹細胞、線維芽細胞、関節軟骨細胞由来の ECM模倣型基盤材料の内部微細構造を走査型
電子顕微鏡で観察した。 ECM 模倣型基盤材料は、テンプレートの PLGAメッシュと類似した多孔質構造を
示した。また、ECMのマイクロファイバーとナノファイバーが観察された。これらの細胞から作製した 3
種類の ECM模倣型基盤材料の多孔質構造には大きな差異はなかった。また、FT-IRスペクトル測定により、
テンプレートの PLGAが除去されたことが確認された。
　ECM模倣型基盤材料の主要な構成成分を分析するために、タイプ Iコラーゲン、タイプⅡコラーゲン、
タイプⅢコラーゲン、フィブロネクチン、ビトロネクチン、ラミニン、アグリカンといった ECM分子をそ
れぞれの蛍光標識抗体で染色し、共焦点レーザー蛍光顕微鏡で観察した。顕微鏡像から、ECM分子は基盤
材料中で高度に配向していることが分かった。これら ECM分子の大部分は 3種類の ECM模倣型基盤材料
から検出されたが、用いた細胞によりその種類が一部異なっていた。すなわち、タイプⅢコラーゲンは線維
芽細胞由来の ECM模倣型基盤材料のみにしか検出されなかった。アグリカンは間葉系幹細胞由来の ECM
模倣型基盤材料しか存在しなかった。ラミニンは線維芽細胞由来の ECM模倣型基盤材料に大量に検出され
たが、間葉系幹細胞と軟骨細胞由来の ECM模倣型基盤材料には少量しか含まれていなかった。グリコサミ
ノグリカン（GAG）を定量した結果、脱細胞により GAGの含量は減少したが、一部の GAGは ECM模倣型
基盤材料に残っていることが分かった。
　次に、ECM模倣型基盤材料の生体適合性を自家由来の ECM模倣型基盤材料のマウス移植実験により調べ
た。マウスの耳から採取した線維芽細胞を用いて、ECM模倣型基盤材料を作製した。作製したそれぞれの
ECM模倣型基盤材料は細胞を採取したマウスに対応し、マウスの背中の皮下に移植した。同種の ECM模倣
型基盤材料、ウシコラーゲンスポンジ、PLGAニットメッシュをコントロールとして同様に移植した。ホス
ト組織反応を確認するために、組織染色により細胞の形態、免疫組織化学的染色による細胞の種類と、サイ
トカイン遺伝子の発現を調べた。自家由来の ECM模倣型基盤材料は同種 ECM模倣型基盤材料とウシコラー
ゲンスポンジ、PLGAニットメッシュに比べて穏やかな炎症反応を示した。自家由来の ECM模倣型基盤材
料はホスト組織により外来の異物として認識されることはなく、周囲の組織とよく結合した。これらの結果
から、自家由来の ECM模倣型基盤材料は優れた生体適合性を有することが分かった。
　最後に、間葉系幹細胞と関節軟骨細胞由来の ECM模倣型基盤材料で間葉系幹細胞を培養し、軟骨組織の
再生を行った。また、線維芽細胞由来の ECM模倣型基盤材料を用いて線維芽細胞を培養し、皮膚真皮組織
の再生を行った。
　間葉系幹細胞は、間葉系幹細胞と関節軟骨細胞由来の ECM模倣型基盤材料に接着し、よく増殖した。こ
の 2種類の ECM模倣型基盤材料への細胞接着性に有意差はなかった。 ECM模倣型基盤材料で形成された
8組織のサイズ、GAGの含量、乾燥した重量は、通常のペレット培養で形成された祖織の値を上回った。タ
イプⅡコラーゲン、アグリカン、タイプ Xコラーゲンと sox9 の遺伝子発現をリアルタイム PCR法により解
析した。ペレット培養に比べ、ECM模倣型基盤材料で培養した細胞では、上記遺伝子の発現量は高くなった。
また、培養時間の増加に伴って、遺伝子発現量は増加した。HE染色により、培養した細胞は丸みをおびた
形態を示すことが分かった。 Safranin O陽性の GAGが検出され、Toluidine Blueによる軟骨組織特有な異調
染色性を示した。タイプⅠコラーゲン、タイプⅡコラーゲンと軟骨アグリカンの抗体を用いた免疫組織染色
により、タイプ Iコラーゲン、タイプⅡコラーゲンと軟骨アグリカンが検出された。これらの分子は細胞を
取り囲んでいた。これらの結果から、ECM模倣型基盤材料で軟骨様組織が形成されていることが分かった。
　ECM模倣型基盤材料で培養した線維芽細胞は、高いバイアビリティーを示した。細胞は増殖し、基盤材
料の隙間を埋めていくことが電子顕微鏡観察より分かった。また、組織染色より、線維芽細胞は、基盤材料
に一様に分布し、均一な厚みをもつ多層構造の真皮組織を形成した。
　以上の結果をまとめると、生体吸収性高分子の多孔質テンプレートで細胞を培養した後、脱細胞化、テン
プレートの除去処理を行うことにより、新規な ECM模倣型基盤材料を開発した。本 ECM模倣型基盤材料
は細胞の接着、増殖と分化を促進し、優れた生体適合性を示した。本研究で開発した ECM模倣型基盤材料は、
再生医工学のための足場材料として非常に高い有用性をもつと期待できる。
審 査 の 結 果 の 要 旨
　本論文では、生体親和性に優れた組織工学用の足場材料を得るために、三次元細胞培養技術と脱細胞化技
術を組み合わせることにより、細胞外マトリックスを模倣した材料作製技術を確立した。具体的にはまず、
細胞を生体吸収性合成高分子のテンプレート多孔質体で培養し、細胞外マトリックスを形成させた。次に、
細胞成分とテンプレート多孔質体を選択的に除去することにより、自家細胞由来のマトリックスを模倣した
足場材料を作製した。得られた足場材料は多孔質構造をもち、自家細胞由来の細胞外マトリックス成分から
なるものであった。本方法を応用すれば、患者自身の細胞由来の足場材料を作製することが可能となる。ま
た、マウスの皮下移植実験により、自家由来の ECM模倣型基盤材料は非常に高い生体親和性を示した。さ
らに、間葉系幹細胞や線維芽細胞は ECM模倣型基盤材料によく接着、増殖し、軟骨および皮膚様の組織を
再生することが可能であった。本論文の方法および開発された材料は新規性をもち、生体に非常になじみや
すく、組織工学の学術的発展と応用に重要な知見を与えるものと考える。
　よって、著者は博士（工学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
